© REPUBLIQUE FRANgAISE @ N° de publication 



INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



(d n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 

(q) N° d'enregistrement national : 



2 664 287 
90 08416 



1) Int CI 5 : C 12 N 15/57, 15/70, 15/87, 9/64; C 07 K 13/00; A 61 K 
37/64; C 12 Q 1/68, 1/37; G 01 N 33/68, 33/573 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



2) Data de depot : 03.07.90. 
(30) Priorife : 



(43) Date de la mise a disposition du public de la 
v demande : 10.01.92 Bulletin 92/02. 



Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche : Se reporter d la Tm du present fascicule. 



(60) References a d'autres documents nationaux 
apparent&s : 



(7l) Demandeurfs) : INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE 
N-/ ETDELA RECHERCHE MEDICALE ttablissement 
public — FR. 



(7g) Inventeur(s) : Llorens-Cortes Catherine, Giros Bruno, 
Pollard Helene et Schwartz Jean-Charles. 



(73)Titulaire(s) ; 



(74) Mandataire : Ernest Gutmann Yves Plasseraud SA 



00 
CM 

to 
to 

CM 

OH 



(54) Nouveau polypeptide pr6sentant une activity enzymatique, et gdne codant pour ce polypeptide. 



(57) ^invention conceme un polypeptide ayant une activity 
effzymatique contenant 
. la sequence de 255 acides amines de la Figure 1, 
. ou un variant de cette sequence, ce variant 6tant tel 
qu'il r6sulte de I'addition, de la suppression ou du rempla- 
cement d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que 
le variant soit une m&allopeptidase pr6sentant la m§me 
sp6ciftcit6 que ladite sequence vis-&-vis de substrats et in- 
hibiteurs. 



2664287 



1 

NOUVEAU POLYPEPTIDE PRESENTANT UNE ACTIVITE 
ENZYMATIQUE , ET GENE CODANT POUR CE POLYPEPTIDE 

L 1 invention a pour objet de nouveaux polypeptides 
ayant une activity enzymatique et les genes codant pour 
ces polypeptides. 

L 1 enzyme enkephal inase (membrane 

m£talloendopeptidase, EC 3.4.24.11 nom recommande par 
la Commission des Enzymes) est responsable de 
1 1 inactivation de certains neuropeptides, tels que les 
enkephal ines, et neurohormones , telles que le facteur 
natriur6tique auriculaire (Schwartz, 1989, In : "Design 
of Enzym inhibitors as drugs 11 , Ed. by M. Sandler and 
H.J. Smith, Oxford University Press New York, p. 
206-220) . 

De ce fait, des inhibiteurs de cette enzyme ont 
regu des applications therapeutiques en 
gastroenterologie ou, encore, dans le domaine 
cardiovasculaire . 

Un ADNc de cette enzyme a ete clone et sa 
sequence, ainsi que partiellement celle de son gfene, 
ont ete etablis (Malfroy et al., Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 1987, 144, 59; Devault et al., EMBO J., 1987, 
6, 1317; Shipp et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1988, 85, 1317) . 

La sequence de cette enzyme est constitute de 742 
acides amines. 

la proteine enzymatique elle-meme ou une sequence 
de celle-ci, privee de son segment cytoplasmique mais 
conservant une activite enzymatique non modifiee 
(attribuable au fragment extracellulaire) ont et6 
proposes comme agents thdrapeutiques (demande de 
brevet europeen n° 272928) . 

L ' enkephal inase qui fait notamment l 1 objet de la 
reference demande de brevet EP n° 272928 sera designee 
dans la suite par n enkephal inase forme longue". 
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Or, l 1 invention repose sur le fait inattendu que 
partant de la sequence de l'enkephalinase de rat et 
utilisant par exemple les methodes de Reverse 
Transcriptase - Polymerase Chain Reaction, il a ete mis 
en evidence l 1 existence, insoupgonnee jusqu'alors, 
d f isoformes de cette enzyme. 

La presente invention a egalement pour objet : 

- des vecteurs contenant les genes codant pour des 
polypeptides ayant une activite enzymatique 
correspondant aux isoformes de 1 1 enkephalinase 
mentionnes ci-dessus, 

- des cellules transformees pour exprimer les genes 
susdits sur lesquelles il est possible d f evaluer 
l 1 activite enzymatique des susdits polypeptides, 

- des sondes nucleotidiques susceptibles de s»hybrider 
avec les genes codant pour les susdits polypeptides, 
lesquelles sondes seraient susceptibles d'etre 
utilisees pour le diagnostic in vitro d 1 affections 
mettant en jeu un epissage alternatif anormal, 

- des anticorps polyclonaux et monoclonaux diriges 
contre les susdits polypeptides et utilisables dans un 
but analytique pour purifier lesdits polypeptides, dans 
un but de diagnostic in vitro, ou dans un but 
therapeut ique , 

- des medicaments contenant comme substance active des 
inhibiteurs puissants de l 1 activite enzymatique des 
susdits polypeptides, 

- xin procede d' identification de tissus oil les susdits 
polypeptides sont exprimes de fagon exclusive ou 
predominante, pour la determination ou la mise au point 
d' inhibiteurs de !• activite enzymatique des susdits 
polypeptides. 

En particulier, le nouveau polypeptide de 
l f invention ayant une activite enzymatique : 

- contient la sequence de 255 acides amines de la 
Figure 1, 
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- ou contient des variants de cette sequence , qui 
resulte de l 1 addition, de la suppression ou du 
remplacement d'un ou plusieurs acides amines , sous 
reserve que le variant soit une metallopeptidase 
presentant la meme specificity que ladite sequence 
vis-a-vis de substrats et inhibiteurs. 

Des variants avantageux de l f invention sont ceux 
qui hydrolysent des peptides naturels tels que la 
(Met) 5 enkephaline ou des substrats modeles tels que le 
succinyl-Ala-Ma-Phe-amidomethylcoumarine et dont 
I'activite peptidasique est inhibee par le thiorphan a 
0,lmM sans etre affecte par le thiorphan a 0,ljiM. 

Un polypeptide avantageux de l 1 invention est 
constitue par celui defini par la sequence d 1 acides 
amines de la Figure l f s'etendant de I'extremite 
constitute par l f acide amine en position 1 a celle 
constitute par l'acide amine en position 255. 

Ce polypeptide contient une sequence consensus de 
8 acides amines (86-93) qui est la caracteristique des 
peptido-hydrolases utilisant comme co-facteur un atome 
de Zn** (il contient un atome de zinc coordonne 
notamment par les restes histidine de cette sequence 
consensus) . Ce polypeptide appartient done a la classe 
des metallopeptidases (EC 3.4.)- plus, il possede un 
fragment d 1 acides amines hydrophobes (22-44) permettant 
un ancrage dans les membranes plasmiques, ce qui 
indique qu'il s'agit vraisemblablement d f une enzyme 
membranaire. 

Ce polypeptide possede un poids moleculaire 
d 1 environ 30000. 

Ce polypeptide est obtenu a partir d'un ARN 
messager transcrit a partir d f un gene deja caracttrise 
comme etant celui de l'enkephalinase (EC 3.4.24.11) qui 
comporte 742 acides amines. Mais, il s'agit la d f un ARN 
messager obtenu par un mecanisme d'epissage alternatif 
qui supprime les exons 5 a 18 du gene deja caracterise 
(nomenclature selon Shipp et al., 1988 pour l 1 enzyme 
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humaine) , ce qui correspond a la deletion de la 
sequence d'acides amines dont l'extremite est 
constituee par l f acide amine en position 59 de 
I 1 enkephalinase forme longue a celle constituee par 
l'acide amine en position 545 de 1' enkephalinase forme 
longue. II s'agit done d f un polypeptide nouveau et 
jusqu'alors inconnu. 

En d'autres termes, les sequences d'acides amines 
respectives 1 a 58 et 59 a 255 des polypeptides de 
1 1 invention se retrouvent sur 1 1 enkephalinase forme 
longue, mais sont contigues dans les polypeptides de 
l 1 invention, alors qu'elles sont separees dans 
1 1 enkephalinase forme longue. 

Ces polypeptides de 1' invention seront dans la 
suite designes par "enkephalinase forme courte" ou 
isoforme courte de l f enkephalinase. 

Selon un autre mode de caracterisation, le 
polypeptide de 1* invention comprend dans son ossature 
peptidique 1 1 enchainement decides amines code par la 
sequence d'acides nucleiques representee sur la Figure 
1 et s'etendant de 1 1 eartremite constitute par le 
nucleotide en position 45, a celle constituee par le 
nucleotide en position 809. 

L' invention concerne egalement des proteines 
chimeres dans lesquelles le polypeptide tel que def ini 
plus haut ou des fragments de celui-ci sont reunis a un 
enchainement d'acides amines heterologue par rapport a 
ce polypeptide. 

Les polypeptides et proteines chimeres de 
1* invention peuvent etre glycosyles et peuvent 
comporter ou non des ponts disulfure. 

Un procede pour la production des polypeptides de 
l 1 invention comprend : 

- la culture d f un bote cellulaire competent, auparavant 
transforms avec un acide nucleique contenant une 
sequence de nucleotides codant pour le susdit 
polypeptide immunogene et dans laquelle cette sequence 
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de nucleotides se trouve placee sous le controle 
d' elements de regulation, dont notamment un promo teur 
reconnu par les polymerases de cet hote cellulaire 
competent, les elements d" initiation et de terminaison 
de la traduction, et 

- la recuperation du polypeptide immunogene produit a 
partir des produits d 1 expression de cet hote 
cellulaire. 

Dn autre procede de preparation des polypeptides 
de I 1 invention est caracterise en ce que, partant de 
preference de l 1 amino acide C-terminal, I'on condense 
successivement deux a deux les aminoacyles successifs 
dans l'ordre requis, ou des aminoacyles et des 
fragments prealablement formes et contenant deja 
plusieurs residus aminoacyles dans I'ordre approprie, 
ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi 
prepares, dtant entendu que l'on aura eu soin de 
proteger au prealable toutes les fonctions reactives 
portees par ces aminoacyles ou fragments a 1' exception 
des fonctions amines de l'un et carboxyle de l 1 autre ou 
vice versa, qui doivent normalement intervenir dans la 
formation des liaisons peptidiques, notamment apres 
activation de la fonction carboxyle, selon les methodes 
connues dans la synthese des peptides et ainsi de 
suite, de proche en proche, jusqu'a I 1 acide amine N- 
terminal. 

Des variantes prefdrees du procdde du genie 
genetique qui vient d'etre brievement defini et dont 
1 1 originalite reside essentiellement dans la nature de 
la sequence de nucleotides, dont l 1 expression est 
recherchee peuvent etre envisagees. 

II permet la production des polypeptides de 
l 1 invention par voie recombinante. 

L 1 invention concerne egalement les acides 
nucleiques (acides d6soxyribonucleiques ou acides 
ribonucleiques) , susceptibles de s'hybrider avec la 
sequence complementaire de l'un des acides nucleiques 
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codant pour l'un quelconque des polypeptides 
precedemment definis, dans les conditions d 1 hybridation 
decrites par Maniatis et al., "Molecular cloning", Cold 
Spring Harbor Laboratory (1982) . 

L 1 invention concerne egalement des acides 
nucleiques qui comprennent ou qui sont constitues par 
un enchainement de nucleotides codant pour l f un 
quelconque des polypeptides precedemment definis. 

L 1 invention concerne en particulier les acides 
nucleiques contenant la sequence representee sur la 
Figure 1, s'etendant de l'extremite constitute par le 
nucleotide en position 45 a celle constitute par le 
nucleotide en position 809. 

L 1 invention concerne egalement les acides 
nucleiques contenant la sequence definie par 
1 1 enchainement represents sur la Figure 1, s'etendant 
de l 1 extremity constitute par le nucleotide en position 
1 a celle constitute par le nucltotide en position 822. 

Des acides nucltiques avantageux de l 1 invention 
sont constituts par : 

- 1 1 enchainement represente sur la Figure 1 s»etendant 
de l'extremite constitute par le nucltotide en position 
1 a celle constitute par le nucltotide en position 822 , 

- 1 1 enchainement reprtsentt sur la Figure 1 s'etendant 
de l'extremite constitute par le nucltotide en position 
45 a celle constitute par le nucltotide en position 
809. 

Font tgalement partie de 1' invention les acides 
nucltiques variants par rapport a ceux sus-dtfinis et 
qui comportent certaines mutations localistes dans la 
mesure ou ces acides nucltiques variants s f hybrident 
avec les acides nucltiques prtctdemment dtfinis ou avec 
les sondes nucltiques dtfinies ci-apres dans les 
conditions d' hybridation dtfinies ci-apres dans la 
description. 
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Font egalement partie de l f invention les acides 
nucleiques complementaires des acides nucleiques 
precedemment definis. 

Les acides nucleiques de 1» invention peuvent etre 
prepares soit par un procede chimique , soit par 
d'autres precedes. 

Un mode de preparation approprie des acides 
nucleiques (comportant au maximum 200 nucleotides - ou 
pb f lorsqu'il s'agit d* acides nucleiques bicatenaires) 
de I 1 invention par voie chimique comprend les etapes 
suivantes : 

- la synthese d f ADN en utilisant la methode automatisee 
de 0-cyanethyl phosphoramidite decrite dans Bioorganic 
Chemistry 4; 274-325 , 1986, 

- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur 
plasmidien approprie et la recuperation des ADN par 
hybridation avec une sonde appropriee. 

Un mode de preparation , par voie chimique f 
d 1 acides nucleiques de longueur super ieure a 200 
nucleotides - ou pb (lorsqu f il s'agit d' acides 
nucleiques bicatenaires) comprend les etapes suivantes: 
l f assemblage d 1 oligonucleotides synthetises 
chimiquement, pourvus a leurs extremites de sites de 
restriction differents, dont les sequences sont 
compatibles avec l'enchainement en acides amines du 
polypeptide naturel selon le principe decrit dans Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA 80; 7461-7465, 1983, 

- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur 
plasmidien approprie et la recuperation de l f acide 
nucleique recherche par hybridation avec une sonde 
appropriee. 

Un autre procede de preparation des acides 
nucleiques de l f invention a partir d f ARNm comprend les 
etapes suivantes : 

- preparation d'ARN cellulaire a partir de tout tissu 
exprimant l^soforme courte de l^nkephalinase selon 
les techniques decrites par Maniatis et al., "Molecular 
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cloning", Cold Spring Harbor Laboratory (1982), et 
Ausubel F.M. et al. Current Protocols in Molecular 
Biology, chapitre 4, Green Publishing Associates et 
Wiley-Interscience, New York (1989), 

- recuperation et purification des ARNm par passage des 
AEN cellulaires totaux par chromatographie avec un 
oligodT immobilise, 

- synthese d'un brin d'ADNc a partir des ARNm purifies 
d'apres la technique deer it e dans Gene 25:263, 1983, 

- clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un 
vecteur plasmidien approprie et recuperation de la 
sequence nucleotidique recherchee en utilisant une 
sonde d' hybridation appropriee. 

Pour preparer les acides nucleiques de 
l 1 invention, les sondes d 1 hybridation 

oligonucleotidiques synthttisees chimiquement sont 
celles qui sont constitutes de deux enchainements l'un 
a la suite de 1 ! autre, non separes par d'autres acides 
amines, e'est-a-dire : 

- un premier enchainement contenu dans la sequence 
d 1 acides nucleiques representee sur la Figure 1, 
s'etendant de l'extrtmite constitute par le nucleotide 
en position 204 a celle constitute par le nucleotide en 
position 219, 

- et un deuxieme enchainement contenu dans la sequence 
d f acides amines representee sur la Figure 1, s'etendant 
de l'extremite constitute par le nucleotide en position 
220 a celle constitute par le nucltotide en position 
230* 

Ce sont des sequences qui ont ttt dtrivtes de 
celles de la Figure 1 et elles peuvent etre utilistes 
dans les conditions d f hybridation dtcrites par Maniatis 
et al. (1982) deja citt. 

La synthese du brin d f ADNc et son amplification 
substquente in vitro peut tgalement etre effectute en 
utilisant la mtthode PCR (Polymerase Chain Reaction) , 
comme dtcrit par exemple par Goblet et al. Nucleic Acid 
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Research, 17, 2144, 1989 "One step amplification of 
transcripts in total RNA using Polymerase Chain 
Reaction", en utilisant deux amplimeres chimiquement 
synthetases definis a partir de la sequence de la 
Figure 1. Des amplimeres appropries sont par exemple : 

- celui defini sur la Figure 1, du nucleotide en 
position 1 au nucleotide en position 33 (amorce 2), et 
celui defini sur la Figure 1, du nucleotide en position 
799 au nucleotide en position 822 (amorce 1) , 

- celui defini sur la Figure 1, du nucleotide en 
position 299 au nucleotide en position 322 et 1» amorce 
2 ci-dessus definie, 

- celui defini sur la Figure 1, du nucleotide en 
position 204 au nucleotide en position 230 et l f amorce 
1 ci-dessus definie. 

Le fragment d'acides nucleiques amplifi6 peut etre 
ensuite clone selon les techniques decrites dans 
Ausubel F.M. et al. (1989) deja cite. 

L 1 invention concerne egalement les vecteurs 
recombinants, en particulier pour le clonage et/ou 
l 1 expression, notamment du type plasmide, cosmide, 
phage, ou virus, contenant un acide nucleique de 
l 1 invention en l'un de ses sites non essentiels pour sa 
replication. 

Un vecteur approprie de l f invention, contient en 
l f un de ses sites non essentiels pour sa replication 
des elements necessaires pour promouvoir l 1 expression 
d'un polypeptide selon l f invention, dans un hote 
cellulaire et eventuellement un promoteur reconnu par 
les polymerases de l f hote cellulaire, en particulier un 
promoteur inductible et eventuellement une sequence 
signal et une sequence d'ancrage. 

L 1 invention concerne egalement un hote cellulaire 
transforms par un vecteur recombinant defini 
precedemment comprenant les elements de regulation 
permettant l 1 expression de la sequence nucleotidique 
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codant pour l'un des polypeptides selon l 1 invention 
dans cet hote. 

Par hote cellulaire on entend tout organisme 
susceptible d'etre maintenu en culture. 

L f un des microorganismes utilises peut etre 
constitue par une bacterie, notamment E. coli . 

Un organisme de choix est constitue par la cellule 

CHO. 

Mais d'autres organismes peuvent etre utilises 
tout aussi aisement, naturellement sous reserve que 
l f on dispose pour chacun d'entre eux des vecteurs, 
notamment plasmidiques ou viraux f susceptibles de s'y 
repliquer et des sequences de nucleotides insurables 
dans ces vecteurs et capables, lorsqu'elles sont 
suivies dans ces vecteurs par un inserat codant pour un 
polypeptide de l 1 invention, d f assurer l f expression de 
cet inserat dans les organismes choisis et leur 
transport dans les membranes de ces hotes cellulaires. 

L f invention concerne egalement les anticorps, 
notamment monoclonaux, diriges de fa?on specifique 
contre l f un des polypeptides de l f invention, et qui ne 
reconnaissent pas l f enkephalinase decrite dans la 
demande de brevet EP n° 272928. En particulier, ces 
anticorps reconnaissent la sequence d f acides amines 
representee sur la Figure l f s f 6tendant de l f acide 
amine en position 54 a I'acide amine en position 64. 

Pour obtenir les anticorps, on peut injecter chez 
l 1 animal l'un des susdits polypeptides. 

On prepare des anticorps monoclonaux par fusion 
cellulaire entre des cellules de myelome et des 
cellules spleniques de souris immunisees, selon les 
procedes classiques. 

Les anticorps de 1* invention peuvent etre utilises 
pour purifier I'isoforme courte de l 1 enkephalinase a 
partir de tissus ou de cellules ou elle est exprimee ou 
bien encore dans un but diagnostic. 



2664287 



11 

L 1 invention concerne egalement les sondes 
nucleotidiques synthetiques ou non, s»hybridant avec 
l»un des acides nucleiques definis ci-dessus ou leurs 
sequences complementaires ou leur ARN correspondant, et 
qui ne s f hybride pas avec les genes ou I'ARN messager 
codant pour l'enkephalinase deer it e dans la demande de 
brevet EP n° 272928. 

Les sondes de l 1 invention comportent au minimum 
10 , avantageusement 15 acides nucleiques et peuvent 
comporter au maximum la totalite de la sequence 
nucleotidique representee sur la Figure 1. 

Pour les sondes les plus courtes, c*est-a-dire 
d f environ 10 a environ 100 nucleotides, des conditions 
d" hybridation appropriees sont les suivantes: 
900mM de NaCl, 90mM de tri-sodium citrate pH 7,0, 
100/xg/ml d'ADN de sperme de saumon, 0,05% de 
pyrophosphate de sodium, 10 a 25% de formamide 
deionisee, 0,02% de Ficoll (Pm de 400.000), 0,02% 
d'albumine de serum bovine, 0,02% de 
polyvinylpyrrolidone, pendant 14 h 16 heures a 42 °C. 

Pour les sondes les plus longues, e'est-a-dire 
presentant plus d 1 environ 100 nucleotides, des 
conditions d 1 hybridation appropriees sont les 
suivantes : 

600mM de NaCl, 60mM de tri-sodium citrate, 20/jg/ml 
d^N de sperme de saumon, 20/xg/ml d'ARNt de levure, 
8mM de Tris-HCl pH 7,4, 40 a 60% de formamide 
deionisee, 0,02% de Ficoll, 0,02% d f albumine de serum 
bovine, 0,02% de polyvinylpyrrolidone, 0,2% de sodium 
dodecyl sulfate, 10% de sulfate de dextrane. 

L 1 invention concerne en particulier les sondes 
constitutes de deux enchainements l f un & la suite de 
l f autre, non separes par d'autres acides nucleiques, 
e'est-a-dire : 

- un premier enchainement contenu dans la sequence 
d 1 acides nucleiques representee sur la Figure 1, 
s r etendant de l'extremite constitute par le nucleotide 
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en position 204 a celle constitute par le nucleotide en 
position 219, 

- et un deuxieme enchainement contenu dans la sequence 
d f acides amines representee sur la Figure 1, s'etendant 
de l'extremite constituee par le nucleotide en position 
220 a celle constituee par le nucleotide en position 
230. 

L' invention concerne en particulier la sonde 
nucleotidique suivante : 
GAC TGC ATA AAA TCA GTC TTC CCC GCC 

Les sondes de I 1 invention peuvent etre utilisees 
comme outils de diagnostic in vitro d 1 affections 
mettant en jeu un epissage alternatif anormal. 

L 1 invention concerne egalement un precede de 
diagnostic in vitro d' affections mettant en jeu un 
epissage alternatif anormal, dans lequel on utilise 
l'une ou plusieurs quelconques des sondes definies 
selon 1' invent ion, 
comprenant les etapes suivantes : 

- 1' amplification prealable possible des quantites de 
sequence nucleotidique selon 1 ' invention susceptible 
d'etre contenue dans un echantillon biologique preleve 
sur un patient, au moyen d 1 amorces d'ADN, 

- la mise en contact de l 1 echantillon biologique 
indique ci-dessus avec une sonde nucleotidique 
constituee de deux enchainements dans le prolongement 
l'un de l 1 autre, c f est-a-dire : 

- un premier enchainement contenu dans la sequence 
d"acides nucleiques representee sur la Figure 1, 
s'etendant de l'extremite constituee par le nucleotide 
en position 204 a celle constituee par le nucleotide en 
position 219, 

- et un deuxi&me enchainement contenu dans la sequence 
d'acides amines representee sur la Figure 1, s'etendant 
de l'extremite constituee par le nucleotide en position 
220 a celle constituee par le nucleotide en position 
230, 
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et en particulier la sonde nucleotidique suivante : 

GAC TGC ATA AAA TCA GTC TTC CCC GCC 

ou leur sequence nucleotidique complementaire, 

dans des conditions permettant la production d'un 

complexe d 1 hybridation forme de ladite sonde et ladite 

sequence nucleotidique, 

- la detection du complexe d 1 hybridation ci-dessus qui 
a pu se former. 

L 1 invention concerne egalement un procede 
d 1 identification de tissus oil les susdits polypeptides 
sont exprimes de fagon exclusive ou predominante, pour 
1 1 identification ou la mise au point d'inhibiteurs de 
l 1 activite enzymatique des susdits polypeptides. 

Par n inhibiteur de 1 • activite enzymatique d • un 
polypeptide de l 1 invention", on designe un compose 
chimique comprenant notamment un groupe chelateur du 
zinc, et susceptible en concentration moderee d'inhiber 
1' activite peptidasique desdits polypeptides 
principalement celui d§sign6 par enkephalinase forme 
courte. 

L 1 expression "exprime de fagon predominante" 
signifie que l 1 enkephalinase est exprimee a la fois 
sous la forme longue et a la fois sous la forme courte, 
1 1 activite de 1 1 enkephalinase "forme courte" de 
l 1 invention representant au moins environ 50% par 
rapport a I 1 activite de 1 1 enkephalinase totale 
exprimee. 

Ce proced6 d 1 identification de tissus tels que 
ceux du lobe intermediaire de l f hypophyse, ou le 
polypeptide de l f invention est exprime de fagon 
exclusive ou preponderante, pour la mise au point 
d'inhibiteurs de l 1 activite enzymatique des 
polypeptides de l 1 invention peut impliquer 
l'utilisation d f une ou plusieurs sondes selon 
I 1 invention, et il comprend alors les etapes suivantes: 
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- 1 1 amplification prealable possible des quantitts de 
sequence nucleotidique selon 1 1 invention susceptible 
d'etre contenue dans un echantillon biologique au moyen 
d' amorces d'ADN, 

- la mise en contact de l 1 echantillon biologique 
indique ci-dessus avec une sonde nucleotidique 
constitute de deux enchainements dans le prolongement 
Pun de 1' autre f c'est-a-dire : 

- un premier enchainement contenu dans la sequence 
d 1 acides nucleiques representee sur la Figure 1 , 
s'etendant de I'extremite constitute par le nucleotide 
en position 204 a celle constitute par le nucleotide en 
position 219, 

- et un deuxieme enchainement contenu dans la sequence 
d 1 acides amines representee sur la Figure 1, s'etendant 
de l f extremity constitute par le nucltotide en position 
220 a celle constitute par le nucltotide en position 
230, 

et en particulier la sonde nucltotidique suivante : 

GAC TGC ATA AAA TCA GTC TTC CCC GCC 

ou leur stquence nucltotidique complementaire, 

dans des conditions permettant la production d'un 

complexe d' hybridation formt de ladite sonde et ladite 

stquence nucltotidique, 

- la dttection du complexe d 1 hybridation ci-dessus qui 
a pu se former. 

Ce proctdt d 1 identification de tissus tels que le 
lobe intermtdiaire de l'hypophyse, ou le polypeptide de 
l 1 invention est exprimt de fa?on exclusive ou 
preponderante, pour la mise au point d'inhibiteurs de 
I'activite enzymatique des polypeptides de l f invention 
peut tgalement impliquer I 1 utilisation d'un ou 
plusieurs anticorps selon l 1 invention, et il comprend 
alors les ttapes suivantes : 

- la mise en contact d'un anticorps selon 1' invention 
avec un prelevement biologique dans des conditions 
permettant la production tventuelle d'un complexe 
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immunologique forme entre le polypeptide de l f invention 
ou produit qui en a derive et l'anticorps de 
l f invention, 

- la detection du susdit complexe immunologique forme. 

L 1 invention a egalement pour objet des medicaments 
contenant a titre de substance active des inhibiteurs 
des susdits polypeptides. 

L f invention sera mieux comprise a la lecture des 
exemples suivants, qui n f ont qu f un caractere 
illustratif et nullement limitatif de l 1 invention. 
EXEMPLE 1 : Sequen9age d'un polypeptide de 255 acides 
amines (enkephalinase forme courte) : 

On peut mettre en evidence l'ARN messager du 
polypeptide de 255 acides amines represents sur la 
Figure 1 en synthetisant un ADNc simple brin a partir 
d'une amorce specif ique et d'ARN messagers tissulaires, 
et en amplifiant par PCR le fragment ainsi obtenu entre 
deux amorces definies, par exemple : on synthetise deux 
amorces derivees de la sequence de 1 1 enkephalinase 
(neutral endopeptidase 3.4.24.11) situees aux 
extr6mit6s 5 1 et 3 1 du gfene (synth6tiseur d f ADN PCR- 
mate 391 A, Applied Biosystems) : position 1-33 (Figure 
1), 5 f -G CTG AGG CGA GGG ATT TTA CGT GAT, amorce 2 et 
position 799-822 (Figure 1) 5»-CCT GTG AAG ATC ACC AAA 
CCC GAC, amorce 1 utilisees a la concentration de 
384nM. 

On synthetise un ADNc monobrin en utilisant de la 
reverse transcriptase AMV (20U, Boerhinger) et de 1 f ARN 
total (5/ig) d f intestin de rat en presence de l f amorce 1 
a 384nM. Cette matrice est ensuite amplifiee en 
utilisant les amorces 1 et 2 a 75nM pendant 35 cycles 
(92°C, 54°C, 72°C pendant lmn, lmn et 4mn 
respectivement) avec 2.5U d*ADN Polymerase Taq (Perkin 
Elmer Cetus) . 

Apres resolution des produits qui ont ete obtenus 
par la technique PCR par electrophorese sur gel 
d f agarose, trans fert et hybridation avec la sonde 
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enkephalinase de rat dirigee centre la partie allant du 
site a zinc (300) jusqu'a l'extremite 3 ! de la partie 
codante (822) , une bande reactive est excisee a 800b, 
et on extrait l'ADN. Cet ADN est amplifie a nouveau par 
technique PCR avec une amorce situ6e au niveau du site 
a zinc (position 299-322, Figure 1) 5'-G GTC ATC GGA 
CAT GAA ATC ACA CA) et l 1 amorce 2. Une bande de 300 
bases est detectee apres coloration au bromure 
d'ethidium, decoupee, l'ADN est extrait. On obtient un 
ADN a bouts francs apres action de l f ADN polymerase de 
E. coli en presence de nucleotides et d»ions Mg**. Puis 
cet ADN est phosphoryle par la T4 Poly nucleotide 
kinase, puis introduit dans le plasmide pGEM 4Z 
(Promega) afin d'etre sequence (Sanger et al., Proc. 
Natl, Acad. Sci. USA, 1977, 74, 5463). 

La sequence obtenue revele notamment l 1 existence 
de deux enchaxnements d'acides nucleiques correspondant 
respectivement a l f exon 4 et a l f exon 19 de 
I 1 enkephalinase forme longue, ces deux enchainements 
d'acides nucleiques etant raccordes directement entre 
eux dans la sequence ci-dessus obtenue, e'est-a-dire 
etant l'un cote a cote de l 1 autre, sans qu'il y ait 
d'autres acides nucleiques les separant- Une amorce 4 
(position 204-230, Figure 1) 5 f -GA CTG CAT AAA ATC AGT 
CTT CCC CGCC) correspondant a ce raccordement, c f est- 
a-dire constitute d f une partie de 1 1 enchainement de 
nucleotides appartenant a l f exon 4 et d^e partie de 
1 1 enchainement de nucleotides appartenant a l r exon 19, 
est synthetisee. Les amorces 1 et 4 (correspondant a la 
partie 3 1 et contenant le codon stop TGA) sont ensuite 
utilisees dans la technique RT-PCR comme decrit ci- 
dessus, utilisant l'ARN total d'intestin comme source 
d"ARN. 

Une bande de taille prdvue (618b) est extraite 
apres electrophorese sur gel d 1 agarose puis traitee 
comme decrit ci-dessus avant d'etre sous clonee dans 
pGEM 4Z pour etre sequencee. 
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La sequence de cet ADN correspond a celle de I'ADN 
de I'enkephalinase forme longue, dans laquelle les 
enchainements d f acides amines correspondant aux exons 5 
a 18 ont ete elimines. 
EXEMPLE 2 : 

Afin de caracteriser cette nouvelle activite 
enzymatigue, on a exprime l'ADNc dans des cellules de 
mammiferes a l f aide d'un vecteur d' expression. 

Cette expression permet d'obtenir de grandes 
quantites d 1 enzyme et ainsi de mesurer son activite , de 
caracteriser sa specificite de substrat et de definir 
l 1 act ion d f inhibiteurs. 
Methode 

Les vecteurs d 1 expression derivent du plasmide pSV 
0 2 -MDH (Emorine, L. , Marullo f S., Delavier-Klutchko , 
C . , Kaver i , S . V . , Dur ieu-Trautmann , 0 • et S trosberg , 
A.D. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6995-6999 (1987). 
Le recepteur adrenergique p 2 est excise de pSV )9 2 — MDH 
par digestion avec Hind III, EcoRI et remplace par un 
fragment de restriction Smal-EcoRI du clone du 
recepteur D-2A (Giros, B. f Sokoloff, P., Martres, M.P., 
Riou f J.F. f Emorine f L.J. et Schwartz, J.C Nature 342. 
923-926 (1989) en utilisant tin adaptateur de nucleotide 
franc-Hind III conduisant au plasmide pSVD 2 . 

Le vecteur pour exprimer la forme courte de 
l f enkephalinase est obtenu en remplagant le fragment de 
restriction Hind III-Bglll pSV D 2 par la construction 
suivante : les deux fragments obtenus apres PCR decrit 
precedemment sont coupes par 1" enzyme de restriction 
Nael et ligues entre eux pour generer l'ADNc codant 
entier. 

Cette construction est montee dans le site Smal de 
pGEM 42 puis excisee par EcoRV et Pst I puis liguee a 
des adaptateurs francs Hind III et Pstl-BamHI 
respect ivement. Le morceau genere Hind III-BamHI est 
ensuite introduit dans le pSV D 2 Hind III-Bglll. 
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Ces constructions sont cultivees et purifiees sur 
gradient de chlorure de cesium (Sambrook J. et al., 
Molecular cloning - a laboratory manual. C. Nolan f ed., 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) et 
transfectees (45) a des cellules d'ovaire de hamster 
chinois (CH0-K1) anormales en dihydrofolate reductase. 
Les transfectants stables sont selectionnes dans un 
milieu de culture (Dubelcco f s Modified Eagle medium) 
sans hypoxanthine et sans thymidine. 

Sur les cellules transfectees on met en evidence 
une activite peptidasique nouvelle, absente des 
cellules temoins. On utilise pour ce faire divers 
substrats tels que la (Met 5 ) enkephaline ou la (D-Ala 2 , 
Leu 5 ) enkephaline, radioactive selon Vogel et Altstein 
(FEBS Lett. 1979, 98, 44). On peut aussi utiliser des 
substrats modeles tels que Suc-Ala-Ala-Phe- 
amidomethylcoumarine selon Gros et al. (Proc. Natl. 
Acad. Sci., 1989, 86, 7580). Cette activity 
peptidasique est entierement inhibee par des agents 
chelateurs tels que l'EDTA ou des inhibiteurs de 
metallopeptidases tels que le thiorphan a une 
concentration elevee (0,lmM). Toutefois, le thiorphan a 
une concentration de 0,1/iM, suffisante pour inhiber 
completement la forme longue de l'enk6phalinase, 
n'affecte pas significativement 1' activite de la forme 
courte. 

On peut en deduire que la specificite enzymatique 
de la forme courte est fortement modif iee par rapport a 
celle de la forme longue, notamment en ce qui concerne 
l f af finite d f inhibiteurs caracteristiques. 

Ainsi, les cellules transfectees par cette forme 
courte representent (de meme que les tissus dans 
lesquels celle-ci est exprimee de maniere exclusive ou 
predominante) des materiels utiles pour la mise au 
point d'une nouvelle classe d 1 inhibiteurs de 
metallopeptidase . 
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EXEMPLE 3 : localisation de 1 1 enkephalinase forme 
courte : 

La localisation de I'ARNm de l f isoforme courte de 
l 1 enkephalinase dans differents tissus peut etre 
realisee selon une methode d 1 hybridation in situ a 
I 1 aide d'une sonde oligonucleotidique tres specif ique, 
qui r dans des conditions donnees, ne va s f hybrider 
qu'avec la forme courte. 

Par exemple, l f oligonucleotide GAC TGC ATA AAA TCA 
GTC TTC CCC GCC est marque , en sa partie 3 '-terminale, 
a I 1 aide de la terminale-transf erase et d'ATP 35 S 
(1000 Ci/mmol) avec une activity specifique de 
310 8 cpm//ig- 

Differents organes (cerveau, intestin, rein, 
surrenales, pancreas, etc..,.) sont preleves et 
immediatement congeles par immersion pendant 30mn dans 
du monochlorodifluoromethane (Prestogaz R22) . 

lis sont ensuite conserves, pendant une duree de 1 
jour minimum a quelques semaines maximum a -80 °C avant 
d'etre coupes. 

Des coupes de 10/im sont realisees a l'aide d'un 
cryostat (Bright Instrument Company Ltd) montees sur 
des lames gelatinees (gelatine 0 f l%) puis conservees a 
-80°C f en presence de dessechant jusqu f a 1' utilisation. 

Au moment de l 1 experience, les coupes, encore 
congelees, sont immergees dans du paraformaldehyde (4%) 
pendant 15mn a temperature ambiante puis rincees par 
trempage rapide dans 2 bains successifs de PBS 0,1M et 
sechees sous un courant d'air comprime. 

50/il de milieu d 1 hybridation (50% formamide, 0,6M 
NaCl, 1 x Dehnardt, lOmM Tris-HCl pH 7.5, ImM EDTA 
0,5mg/ml ARNt de levxire, lOmM dithiothreitol) contenant 
1 1 oligonucleotide radioactif (200 . 000 cpm/50/il) sont 
deposes sur les coupes seches et recouverts d'une 
pellicule. L'hybridation est realisee pendant 24h a 
42 °C dans une enceinte humidifi6e par du 
formamide/50%) . 
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Pour le lavage, on enleve la pellicule par 
trempage (2 x SSC f ImM dithiothreitol) puis 4 fois 15mn 
(2 x SSC/formamide 50%/lmM dithiothreitol) a 42°C f 4 
fois 15mn (0.2 x SSC/lmM dithiothreitol) a 55°C et 2 
fois 30mn (0.1 x SSC/lmM dithiothreitol) a temperature 
ambiante. 

Les coupes sont ensuite deshydratees 2 fois 2mn a 
I 1 aide d'ethanol 30%/0.3M acetate d 1 ammonium/ ImM 
dithiothreitol, 2 fois 2mn a l'aide de l'ethanol 60% , 
acetate d 1 ammonium 0.3M, ImM dithiothreitol, 2 fois 2mn 
a l f aide d^thanol 95%, acetate d 1 ammonium 0.3M, ImM 
dithiothreitol et enfin 2 fois 2mn a l'aide d'ethanol 
absolu. 

Les coupes sont ensuite sechees sous un courant 
d f air comprime. 

Pour la revelation, les coupes sont apposees sur 
des films (commercialises sous le nom d f hyperfilms /?- 
max, Amersham) dans des cassettes d 1 autoradiographie 
munies d'dcrans amplificateurs, maintenues a -80 °C 
pendant le temps necessaire. 

Le marquage peut aussi etre mis en evidence par 
microautoradiographie . 

Les lames sont alors trempees dans une emulsion 
photographique liquide (Ilford K5 ou Amersham EMI) , 
maintenue a 43°C f puis conservees le temps necessaire a 
4°C en presence de dessechant, a I'abri de la lumiere. 

Les lames sont ensuite revelees pendant 90 
secondes dans un revelateur commercialise sous le nom 
Dektol (Kodak) dilue au 1/3 a 17°C f rincees dans de 
I'eau distillee glacee puis fixees pendant lOmn dans du 
fixateur rapide (Kodak) diluee au 1/4 et maintenu a 
4°C. 

Les lames sont ensuite lavees a l"eau courante 
pendant 1 heure et sechees 24 heures a temperature 
ambiante a l f abri de la poussiere. Une coloration 
appropriee pour le tissu 6tudie peut alors etre 
realisee. 



2664287 



21 

A I 1 aide de cette sonde, la presence d'ARNm de 
l f isoforme courte de l 1 enkephalinase a pu etre observee 
dans differents organes chez le rat. 

Au niveau du cerveau, le lobe intermediaire de 
l f hypophyse est fortement reactif alors que le 
striatum, riche en AENm, de l'isoforme longue de 
l 1 enkephalinase, semble vide. De plus f l f analyse 
microautoradiographique du lobe intermediaire de 
l'hypophyse indique que toutes les cellules endocrines 
expriment 1 f ARNm de l f isoforme courte. 

Le tractus gastrointestinal est la region oix les 
plus fortes concentrations d'ARNm de I'isoforme courte 
ont pu etre observees. Au niveau du duodenum et du 
jejunum tout particulierement, on observe un nombre 
discret de cellules epitheliales positives localisees 
dans les villosites intestinales et a la base des 
cryptes. Les couches plus profondes, musculaire 
muqueuse, sous muqueuses et muscles paraissent denuees 
de react ivite. 

Par ailleurs, la distribution tissulaire de 
l'isoforme courte de l 1 enkephalinase a 6te etablie par 
RT-PCR en utilisant les amorces n° 1 et 4 definies ci- 
dessus . 

L f ARN messager de l'isoforme courte de 
l'enkephalinase est ainsi mis en evidence dans divers 
tissus ou celui de l f isoforme longue de 1 'enkephalinase 
est present : il s'agit de l'intestin, du rein, poumon, 

coeur, cerveau, etc Cependant, au niveau du lobe 

intermediaire de l'hypophyse, seul le messager de 
l f iso forme courte est mis en evidence indiquant que les 
cellules produisant de l f hormone a-MSH a partir de la 
proopiomelanocortin expriment selectivement la forme 
courte de l 1 enkephalinase. Ces cellules sont marquees a 
l'aide d'un anticorps monoclonal mAb85 A 2 (Pollard et 
al., Neuroscience, 1989, 30 f 339) dirige contre 
1 1 enkephalinase . Cet anticorps peut etre des lors 
utilise pour immunoprecipiter selectivement la proteine 
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correspondant a l f isoforme courte a partir de membranes 
solubilisees selon une technique d§crite par Pollard et 
al. (Eur. J. Pharmacol. 1987, 133 , 155) et la 
caracteriser. En outre f les membranes brutes du lobe 
neurointermediaire de l'hypophyse constituent une 
source d'activite peptidasique correspondant 
selectivement a l f isoforme courte de l f enkephalinase. 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide ayant une activite enzymatique 
contenant : 

. la sequence de 255 acides amines de la Figure 

. ou un variant de cette sequence, ce variant 
etant tel qu f il resulte de l 1 addition, de la 
suppression ou du remplacement d'un ou plusieurs acides 
amines, sous reserve que le variant soit une 
metallopeptidase presentant la meme specificite que 
ladite sequence vis-a-vis de substrats et inhibiteurs. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est constitue par la sequence, 
representee sur la Figure 1, s'etendant de I'extremite 
constitute par l 1 acide amine en position 1 a celle 
constitute par I'extremite en position 255. 

3. Acide nucleique caracterise en ce qu'il 
comprend ou est constitue par un enchainement de 
nucleotides codant pour les polypeptides selon I 1 une 
quelconque des revendications 1 et 2. 

4. Acide nucleique selon la revendication 3, 
caracterise en ce qu f il comprend ou est constitue par 
1 1 enchainement de nucleotides reprtsente sur la Figure 
1, s f etendant de l'extremitt constitute par le 
nucleotide en position 1 a celle constitute par le 
nucltotide en position 822, 

ou est constitut par 1 1 enchainement de nucltotides 
reprtsentt sur la Figure 1, s»etendant de I'extremite 
constitute par le nucltotide en position 45 a celle 
constitute par le nucltotide en position 809. 

5. Vecteur recombinant, en particulier pour le 
clonage et/ou l 1 expression, notamment du type plasmide, 
cosmide, phage ou virus, caracttrist en ce qu'il 
contient un acide nucltique selon l f une des 
revendications 3 ou 4 en 1'un de ses sites non 
essentiels pour sa rtplication. 
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6. Vecteur recombinant selon la revendication 5, 
caracterise en ce qu'il contient en l f un de ses sites 
non essentiels pour sa replication des elements 
necessaires pour promouvoir 1 1 expression d 1 une 
sequences d f acides amines selon les revendications 1 ou 
2 , dans un hote cellulaire et eventuellement un 
promoteur reconnu par les polymerases de l'hote 
cellulaire, en particulier un promoteur inductible et 
eventuellement une sequence signal et une sequence 
d'ancrage. 

7. Hote cellulaire transforme par un vecteur 
recombinant selon l f une quelconque des revendications 5 
ou 6 et comprenant les elements de regulation 
permettant l 1 expression de la sequence nucleotidique 
codant pour le polypeptide selon l'une des 
revendications 1 ou 2 dans cet hote. 

8. Hote cellulaire transforme selon la 
revendication 7, caracterise en ce qu'il est choisi 
parmi les bacteries, notamment E. coli . 

9. Hote cellulaire transforme selon la 
revendication 7, caracterise en ce qu'il s'agit de 
cellules CHO. 

10. Anticorps caracterise (s) en ce qu , il(s) est 
(ou sont) dirige(s) de fa?on specif ique contre un 
polypeptide selon l'une quelconque des revendications 1 
ou 2, et en ce qu»il(s) ne reconnait (ou reconnaissent) 
pas l'enkephalinase decrite dans la demande de brevet 
EP n° 272928, et en particulier celui ou ceux 
reconnaissant les sequences d'acides amines suivantes: 

- celle definie par la sequence d'acides amines 
representee sur la Figure 1 s'etendant de l'extremite 
constituee par l'acide amine en position 54 a celle 
constitute par l'acide amine en position 64. 

11. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle 
s"hybride avec l'un des acides nucleiques selon les 
revendications 3 ou 4 ou leur sequence complementaire 
dans les conditions d 1 hybridation telles qu'elle ne 
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s'hybride pas avec les genes ou ARN messager de 
1 1 enkephalinase decrite dans la demande EP n° 272928, 
en ce qu'elles sont constitutes de deux enchainements 
dans le prolongement Pun de I 1 autre, c'est-a-dire : 

- un premier enchainement contenu dans la sequence 
d'acides nucleiques representee sur la Figure 1, 
s'etendant de l'extremite constituee par le nucleotide 
en position 204 a celle constituee par le nucleotide en 
position 219, 

- et un deuxieme enchainement contenu dans la sequence 
d f acides amines representee sur la Figure 1, s'etendant 
de l'extremite constituee par le nucleotide en position 
220 a celle constituee par le nucleotide en position 
230 f 

et en particulier la sonde nucleotidique suivante : 

GAC TGC ATA AAA TCA GTC TTC CCC GCC 

ou leur sequence nucleotidique complementaire. 

12 . Precede de diagnostic in vitro d 1 affections 
mettant en jeu un epissage alternatif anormal, dans 
lequel on utilise l'une ou plusieurs quelconques des 
sondes definies selon la revendication 11, 
comprenant les etapes suivantes : 

- I 1 amplification prealable possible des quantit6s de 
sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 3 ou 4 susceptible d'etre contenue dans 
un echantillon biologique preleve sur un patient, au 
moyen d f amorces d'ADN, 

- la mise en contact de l 1 echantillon biologique 
indique ci-dessus avec une sonde nucleotidique selon la 
revendication 11, 

dans des conditions permettant la production d 1 un 
complexe d 1 hybridation forme de ladite sonde et ladite 
sequence nucleotidique, 

- la detection du complexe d 1 hybridation ci-dessus qui 
a pu se former. 
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13. Procede d f identification de tissus tels que le 
lobe intermediate de I'hypophyse, oti 1q polypeptide 
selon les revendications 1 ou 2 est exprime de fagon 
exclusive ou preponderante, pour la mise au point 
d'inhibiteurs de l'activite enzymatique des 
polypeptides selon les revendications 1 ou 2 dans 
lequel on utilise une ou plusieurs sondes selon la 
revendication 11 comprenant les etapes suivantes : 

- I 1 amplification prealable possible des quantites de 
sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 3 ou 4 susceptible d'etre contenue dans 
un echantillon biologique, au moyen d f amorces d'ADN, 

- la mise en contact de 1 1 echantillon biologique 
indique ci-dessus avec une sonde nucleotidique selon la 
revendication 11, 

dans des conditions permettant la production d'un 
complexe d f hybridation forme de ladite sonde et ladite 
sequence nucleotidique, 

- la detection du complexe d' hybridation ci-dessus qui 
a pu se former. 

14. Procede d 1 identification de tissus tels que le 
lobe intermediaire de l'hypophyse, ou le polypeptide 
selon les revendications 1 ou 2 est exprime de fagon 
exclusive ou preponderante, pour la mise au point 
d f inhibiteurs de I'activite enzymatique des 
polypeptides selon les revendications 1 ou 2 dans 
lequel on utilise un ou plusieurs anticorps selon la 
revendication 10 comprenant les etapes suivantes : 

la mise en contact d"un anticorps selon la 
revendication 10 avec un prelevement biologique dans 
des conditions permettant la production eventuelle d f un 
complexe immunologique forme entre le polypeptide selon 
les revendications 1 ou 2 ou produit qui en a derive et 
I 1 anticorps selon la revendication 10, 

- la detection du susdit complexe immunologique forme. 
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15. Medicament contenant comme substance active un 
inhibiteur de l'un au moins des polypeptides selon 
l'une des revendications 1 ou 2, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Figure 1 



gctgaggcgagggattttaggtgatgggaagatcagaaagtcag ATG GAT 50 

£i@w ASP 

(i) 

ATT ACT GAT ATC AAT GCT CCA AAG CCG AAG AAG AAA CAG 89 
lie Thr Asp He Asn Ala Pro Lys Pro Lys Lys Lys Gin 

CGA TGG ACT CCA CTG GAG ATC AGC CTT TCT GTG CTC GTC 128 
Arg Trp Thr Pro Leu Glu He Ser Leu Ser Val Leu Val 

TTG CTC CTG ACT ATC ATA GCT GTG ACA ATG ATT GCT CTC 167 
Leu Leu Leu Thr He He Ala Val Thr Met He Ala Leu 

TAT GCA ACC TAT GAT GAT GGT ATT TGC AAA TCA TCA GAC 206 
Tyr Ala Thr Tyr Asp Asp Gly He cys Lys Ser Ser Asp 

TGC ATA AAA TCA GTC TTC CCC GCC GGC ATT TTG CAG CCC 245 

cys He Lys Ser Val Phe Pro Ala Gly He Leu Gin Pro 

CCA TTC TTT AGT GCT CGG CAG TCC AAC TCA TTG AAC TAT 284 

Pro Phe Phe Ser Ala Arg Gin Ser Asn ser Leu Asn Tyr 

GGG GGC ATC GGC ATG 'GTC ATC GGA CAT GAA ATC ACA CAT 323 
Gly Gly He Gly Met Val He Gly His Glu He Thr His 

GGC TTT GAT GAC AAT GGC AGA AAT TTT AAC AAA GAT GGA 362 

Gly Phe Asp Asp Asn Gly Arg Asn Phe Asn Lys Asp Gly 

GAC CTC GTT GAC TGG TGG ACT CAG CAG TCT GCA AAT AAT 401 
Asp Leu Val Asp Trp Trp Thr Gin Gin Ser Ala Asn Asn 

TTC AAA GAC CAA TCC CAG TGT ATG GTG TAC CAG TAT GGA 440 
Phe Lys Asp Gin Ser Gin Cys Met Val Tyr Gin Tyr Gly 

AAC TTT ACA TGG GAC CTA GCA GGT GGA CAG CAT CTC AAT 479 

Asn Phe Thr Trp Asp Leu Ala Gly Gly Gin His Leu Asn 

GGA ATT AAC ACA CTA GGA GAA AAT ATT GCT GAT AAT GGA 518 

Gly He Asn Thr Leu Gly Glu Asn He Ala Asp Asn Gly 

GGG ATT GGC CAA GCA TAC AGA GCC TAT CAG AAT TAT GTT 557 
Gly He Gly Gin Ala Tyr Arg Ala Tyr Gin Asn Tyr Val 

AAA AAG AAT GGT GAA GAA AAA TTA CTC CCT GGA CTT GAC 596 

Lys Lys Asn Gly Glu Glu Lys Leu Leu Pro Gly Leu Asp 

CTC AAT CAC AAA CAA CTA TTC TTC TTG AAC TTT GCC CAG 635 
Leu Asn His Lys Gin Leu Phe Phe Leu Asn Phe Ala Gin 
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Figure 1 (suite) 



GTG 

Val 


TGG 

Trp 


TGT 
Cys 


GGA 

Gly 


ACC TAC 

Thr Tyr 


CGG 
Arg 


CCA 

Pro 


GAG TAT 
Glu Tyr 


GCA 
Ala 


GTC AAT 

Val Asn 


674 


TCC 
Ser 


ATT 
He 


AAA 
Lys 


ACA 
Thr 


GAT GTA 
Asp Val 


CAC 
His 


AGT 
Ser 


CCT-GGC 
Pro Gly 


AAT 
Asn 


TTC AGG 
Phe Arg 


713 


ATC 

He 


ATT 
He 


GGG 

Gly 


ACT 

Thr 


TTG CAG 

Leu Gin 


AAC 
Asn 


TCT 

Ser 


GCT GAG 

Ala Glu 


TTT 

Phe 


GCG GAT 

Ala Asp 


752 


GCC 

Ala 


TTT 

Phe 


CAT 
His 


TGC 

cys 


CGC AAG 
Arg Lys 


AAC 

Asn 


TCA 

Ser 


TAC ATG 
Tyr Met 


AAT 

Asn 


CCA GAA 

Pro Glu 


791 


AGG 

Arg 


AAA 
Lye 


TGT 

Cys 


CGG 

Arg 


GTT TGG 
Val Trp 


tgatcttcacagg 






822 



(255) 



REPUBLIQUE FRAN£AISE 



INSTITUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

etabli sur la base des dernieres revendications 
deposees ayant le commencement de la recherche 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Citation du document avec indication, en cas de besoin, 
des parties pertinentes 



Revendications 
concern 6es 
de la demand e 
examinee 



2664287 



N° d'enregistrement 
national 



FR 9008416 
FA 446704 
Page 1 



Y,D 



A,D 
Y.D 

Y.D 



PROCEEDINGS OF THE KATIONAL ACADEMY OF SCIENCES 
OF USA. 

vol. 86, septembre 1989, WASHINGTON US 
pages 7103 - 7107; D'AQAMIO L. et al: 
"Organization of the gene encoding CALLA( neutral 
endopeptldase 24. 11): Multiple mlnlexons and 
separate 5*untranslated regions" 
* le document en en tier * 



EP-A-272928 (GENENTECH, INC. ) 

* page 14, Hgne 51 - page 15, llgne 17; figure 
2 * 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS. 

vol. 144, no. 1, 14 avrll 1987, DULUTH, 
MINNESOTA US 

pages 59 - 66; MALFROY B. et al : 

"Molecular cloning and amino add sequence of 

rat enkepallnase." 

* le document en en tier * 

W0-A-8905353 (DANA FARBER INSTITUTE) 

* revendications 20-23 * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 105, no. 11, 15 
septembre 1986 
Columbus, Ohio, USA 

J.M. LECOMTE et al: "Pharmaloglcal properties of 
acetorphan ,a parenterally active "enkephallnase 
Inhibitor" ." 

page 54; colonne de drolte; ref. no. 91131U 

* abre*ge" * 



-/- 



1-8 



11-12 
1-8 

1-8 



DOMADMES TECHNIQUES 
REQIERCHES (Int. CIS ) 



15 



15 



C12N 



Data d'acherement de la recherche 

26 FEVRIEP 1991 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particulierement pertinent a lot sen] 

Y : particulierement pertinent en combinatson avec un 

autre document de la merae categorie 
A : pertinent a rencontre d'au moins one revendicaHon 

ou arriere-plan tecfanologique general 
O : divulgation non-ecrite 
P ; document intercalaire 



Examlnatear 

LE CORNEC N.D.R. 



T : tlieoric ou principe a !a base de Hn vent ion 

E : document dc brevet hfenefidant tfune date antcrienre 

a la date dc depot et qui n'a et£ pubMS qu'a certe date 

dc depflt on qu'a une date posterieure, 
D : cite dans la demande 
L : cir*5 pour d'autres nitons 

& : membre dc la mftne famtUe, document correspondant 



REPUBLIQUE FRAN^AISE 



2664287 



INSTITUT NATIONAL 
de la 

PROPRIETE INDUSTRIELLE 



RAPPORT DE RECHERCHE 

etabK stir la base des dernieres revendications 
deposees avant le commencement de la recherche 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Citation dn document avec indication, en cas de besoin, 
des parties pertmentes 



Revendications 
concern ces 
de la demande 
examinee 



N° d'enregistreroent 
national 



FR 9008416 
FA 446704 
Page 2 



European Journal of pharmacology 

vol. 133, 1987, AMSTERDAM 

pages 155 - 164; Pollard H. et al: 

"Characterization of 2 probes for the 

localization of enkephallnase 1n ratbraln 

*3Hijth1 orphan and 1251-1 abeled mab 11 

* page 157, alln^a 2.5 * 



1-2, 10, 
15 



DOMABSES TECHNIQUES 
RECHERCHES (InL C1.5 ) 



Date d'achivrmr nt de la recherche 

26 FEVRIER 1991 




CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : particuJierement pertinent a lul seal 

Y : particuJierement pertinent en corabinaison avec un 

autre document de la meme categorie 
A : pertinent a l'cncontre d'au mains nne revendication 

on arriere-plan tecbnolngtque general 
O : divulgation non-ecrite 
P t document intercalaire 



T : theorie oo principe a la base de (Invention 

E : document de brevet benMiciant d'une date aotfcrieure' 

a la date de depOt et qui n'a &e publid qu'a cette date 

de depot ou qu'a one date poster i cure, 
D : cit& dans la demande 
L : cit& pour d'autres raisons 

& : membre de la meme familJe, document correspondant 



